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研究成果の概要（和文）：植物の光屈性のメカニズムとして、青色光誘導性成長抑制物質が光側
で生成され、光側の成長が抑制されることによって屈曲するという、Bruinsma-Hasegawa 説が
新たに提唱された。本研究では、青色光誘導性成長抑制物質として見出したRaphanusanin（ダ
イコンから）およびDIMBOA（トウモロコシから）を用いて、これらの物質を芽生えに投与する
ことにより、投与側のH2O2産生ならびにリグニン化が促進されることを見出した。以上の結果
から、青色光誘導性成長抑制物質が光屈性を引き起こすことを証明した。 
 
研究成果の概要（英文）： We have hitherto reported evidence that the differential flank 
growth that causes phototoropic curvature is regulated by blue light-induced growth 
inhibitors (Bruinsma-Hasegawa theory).  In this study, we report that blue light promoted 
the accumulation of H2O2 and subsequent lignification in the illuminated sides and in 
the Raphanusanin or DIMBOA applied halves of seedlings of Raphanus sativus L. or Zea mays 
L., respectively.   Therefore、these specific blue light-induced growth inhibitors 
regulated phototropism of plants. 
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 １．研究開始当初の背景 
植物の  "運動 " のうち、進化論で
著名な C.Darwin(1880 年 )に始まり
多くの生物学者が最も注目し研究
の対象としたものが  "光屈性 "であ
る。光屈性のメカニズムは近年まで
Cholodny-Went 説 (1937 年 )で説明
されてきた。しかし、最近連携研究
者である長谷川らを中心とした国
際共同研究によって、光側と影側組
織においてオーキシンの不等分布
がないことが機器分析により証明
され、さらに光側で増量される成長
抑制物質が光屈性に関わるという
Bruinsma-Hasegawa 説（ 1990 年 ) が
提唱された。国内外における光屈性
に関する研究は、元々化学物質の同
定や合成が不得手な生物学者とり
わけ植物生理学者によってなされ
てきたこともあり、分子レベルから
の研究といってもオランダの有機
化学者 F.KÖgl が人尿から発見し、
その後植物ホルモンと認定された
オ－キシンや様々な突然変異株を
用いた遺伝子レベルからの研究に
止まっている。光屈性を真に制御す
る化学物質の同定・合成などの研究
は、申請者らを中心とした筑波大学
と 国 内 で は 慶 應 大 学 (Yamamura)な
ら び に 大 阪 府 立 大 学 (Ueda and 
Miyamoto)との共同研究、国外では
イ ギ リ ス の York 大 学 (Firn and 
Digby)、 ド イ ツ の Freiburg 大 学
(Weiler and Feyerabend)やオラン
ダの Wageningen 大学 (Bruinsma and 
Knegt) との国際共同研究が世界を
リ－ドしている。  
  これまで申請者らは光側組織で生
成される成長抑制物質  (光屈性制御
物質 ) として、ダイコン芽生えから
raphanusanins や 4-MTBI 、トウモ
ロ コ シ 芽 生 え か ら benz- 
oxazinoids、 エ ン バ ク 芽 生 え か ら
uridine、シロイヌナズナ芽生えから
3-indolylacetonitrile、ヒマワリ芽
生えから caprolactam、8-epixanthatin
や helianを単離・構造決定してきた。
また、これらの物質が光屈性刺激に
よって短時間で光側組織で生成され
ることやこれらの物質を芽生えの片
側に投与し人為的に濃度勾配をつく
った時、投与側に屈曲することも明
らかにしてきた。更に光屈性鍵化学
物 質 の う ち 、 raphanusanins と
benz- oxazinoids の生合成経路を調
べ た 結 果 、 myrosinase や β
-glucosidase の 遺 伝 子 発 現 や 酵 素
活性が光照射で短時間で高められ、
不 活 性 型 の MTBG や  DIMBOA- 
glucoside から糖が切り出され、活
性 型 の raphanusanins や benz- 
oxazinoids が生 成され る こと も明
らかにした。  
しかし、これらの光屈性制御物質
が光側組織で生成された後の分子機
構については全く不明であり、残念
ながら光屈性の全容を分子レベルか
ら解明するまでには至っていない。  
 
２．研究の目的 
 本研究では Bruinsma-Hasegawa 説
に基づき、光屈性を制御する生理活
性物質の活性発現の分子機構を解明
することを目的に以下の研究を行う。 
１）光屈性制御物質の活性発現部位を
調べるための化合物の合成、２）光
屈性制御物質の活性発現における酵
素の作用メカニズムの解明、３）光
屈性鍵化学物質のタ－ゲットとなる
遺伝子の解明、４）光屈性制御物質
による細胞伸長抑制のメカニズムの
解明等である。光屈性刺激の感受か
ら始まり、最終的に観察される光側
組織の細胞の伸長抑制、光方向への
屈曲といった一連の機序について生
物有機化学、分子生物学や細胞生理
化学的手法を用いて、分子レベルか
ら解明することを目指す。  
 
３．研究の方法 
（１）ダイコンの光屈性制御物質の前駆体で
ある 4-Methylthio-3-butenyl glucosinolate 
(MTBG)(1)の全合成 
 1,4-Butanediol(3)の片方の水酸基を
TBDMS 基で保護し、PCC 酸化によりアルデヒ
ド体 5へと誘導した。化合物 5をヒドロキシ
ルアミンでオキシム化し、さらに NCSでクロ
ル 化 し た 。 得 ら れ た 化 合 物 7 に
2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-thio-β-D-gluco
pyranose を 反応さ せ、 脱保護 の後に
Dess-Martin 酸化により、アルデヒド体 2 へ
誘 導 し た 。 得 ら れ た 化 合 物 2 と
triphenylphosphonium thiomethylmethylide
との Wittig 反応により化合物 11 を合成し、
ヒドラジンを用いてオキシムのアセチル基
を選択的に脱保護して化合物 12 を得た。ク
ロロスルホン酸を用いて化合物 12 のオキシ
ムの水酸基を硫酸エステル化した後、グルコ
ースのアセチル基を脱保護して目的とする
MTBG (1)を合成した。 
 
（２）植物の培養 
①ダイコン芽生え 
 ダイコン（桜島大根）種子は室温（暗所）
で１時間程度吸水させた後、湿らせたバーミ
キュライト上に播種した（25℃）。その後暗
所で４日間培養した。実験の約２４時間前に
緑色安全光の下で湿らせたバーミキュライ
トの入った小型シートリングケースに植え
替えを行い、最終的に４日齢の芽生え（下胚
軸の長さが約 4.0 cm）を実験に供した。 
②トウモロコシ芽生え 
 トウモロコシ種子は流水中で１２時間吸
水（暗所）後、湿らせたバーミキュライト上
に播種した（室温 25℃）。その後２４時間赤
色光（0.3 µmol m-2 s-1）下で培養し、更に暗
所で２日間培養した。実験の約２４時間前に
緑色安全光の下で湿らせたバーミキュライ
トの入った小型シートリングケースに植え
替えを行い、最終的に４日齢の芽生え（幼葉
鞘の長さが 3.5～4.0 cm）を実験に供した。
な お 、 bx1 変 異 株 は Maize Genetics 
Cooperation Stock Centerより入手した。 
 
（３）光屈性刺激 
 光屈性実験用の光源として、青色LED光あ
るいは白色蛍光灯をスリット状の青色アク
リル製フィルター（パラグラス、クラレ）で
分光して得られた青色光（0.05 µmol m-2 s-1）
を用いた。光屈性刺激はスリットが芽生えの
先端部とほほ同じ高さになるように調節し
て与えた。屈曲角度はカメラで一定時間毎の
インターバル撮影により記録し、撮影画像を
基に測定した。 
 
（４）化合物の投与 
 一定量のラノリンを小型シャーレに量り
とり、各濃度に有機溶媒で調製した化合物を
加え温めながら混合させた。コントロールと
して等量の溶媒だけを混合したラノリンペ
ーストを用意した。緑色安全光下で爪楊枝を
用い、ダイコン芽生えの場合はフック直下か
ら 2 cm の幅で、トウモロコシ芽生えの場合
は幼葉鞘と中胚軸とのジャンクションのよ
り上の 2 cmに片側投与した。 
 
（５）H2O2の局在部位の可視化 
 H2O2の局在部位の可視化については、過去
に報告されているTissue print法を用いた
(Schopfer et al., Plant Physiol., 1994)。
ニトロセルロース膜(Hybond-C Extra、アマ
シャム社)は 10%デンプン水溶液(w/v)に終濃
度が 0.5 Mになるようヨウ化カリウムを加え
て調製したKI-starch反応液に浸し、ドライ
ヤーで乾燥させた。ヨウ化カリウムの酸化に
よる影響を最小限に抑えるため、ニトロセル
ロース膜は 2時間以内に使用した。これらの
操作は緑色安全光下で行った。青色光照射ま
たは化合物を投与した芽生えの屈曲部位を
それぞれカミソリで切り出し、切断面を均等
な圧力でニトロセルロース膜に約 60 秒間押
しつけた。60分程度ニトロセルロース膜を暗
所・室温に放置した後、実体顕微鏡で観察し、
画像を記録した。 
 
（６）リグニンの局在部位の可視化 
 リグニンの局在部位の可視化については、
フロログルシノール‐塩酸による染色法を
用いた(Pomar et al., Protoplasma, 2002)。
染色液はフロログルシノールを 99.5%エタノ
ールおよび 10.1 M塩酸(25/75, v/v)を用いて
終濃度 1%フロログルシノール‐塩酸液(w/v)
になるよう調製した。青色光照射または化合
物を投与した芽生えからカミソリを用いて
屈曲部位の薄切片を作成し、直ちにフロログ
ルシノール‐塩酸染色液に浸し、10分間染色
を行った。これらの操作は全て緑色安全光下
にて行った。染色後、H2Oを数滴たらしたスラ
イドガラスに切片を乗せ、光学顕微鏡で観察
を行い、画像を記録した。 
 
（７）Raphanusanin誘導性遺伝子のライブラ
リーの作成およびクローニング 
 常法に従って単離した Raphanusaninをラ
ノリンにまぶし、４日齢のダイコン黄化芽生
えの胚軸（フック下２ cm）に片側投与した。
一定時間後に胚軸を切り出し、液体窒素中で
凍結させた。サブトラクション法による遺伝
子ライブラリーの作成は使用したキット
（PCR-selecte cDNA subtraction kit、クロ
ーンテック社）の説明書に従って行った。
Raphanusanin処理および青色光照射による
遺伝子発現プロファイリングはリアルタイ
ム PCR法を用いて行った。 
 
４．研究成果 
（１）ダイコンの光屈性制御物質の前駆体で
ある 4-Methylthio-3-butenyl glucsinolate 
(MTBG)(1)の全合成 
 1,4-Butanediol(3)を出発原料とし、アル
デヒド体 5へと誘導した。化合物 5をオキシ
ム化、クロル化し、化合物 7を得た。化合物
7 をチオグルコシル化してアルデヒド体 2 に
誘導した。得られた化合物 2 を Wittig 反応
により化合物 11を合成し、選択的脱保護し、
硫酸エステル化し、目的とする MTBG (1)を
12 行程で合成した。MTBG の全合成を初めて
達成することに成功した。 
 
 
 
図１.MTBG (1)の全合成スキーム 
 
（２）光屈性刺激にともなう過酸化水素
（H2O2）およびリグニンの蓄積 
 ダイコン芽生えを材料にして、光屈性刺激
によって誘導される光照射側の成長抑制の
原因の一つとして考えられている細胞の一
時的な硬直化（cell wall stiffness）につ
いて詳細な検討を行った。ダイコン芽生えの
光屈性を誘導する最適な光エネルギー量（青
色光）を検討し、その光エネルギー条件下で
経時的にダイコン芽生えの下胚軸をサンプ
リングし、過酸化水素（H2O2）およびリグニ
ン量のカイネティクスを調べた。 
 ダイコン芽生えの屈曲角度の経時的変化
と光照射側組織におけるH2O2およびリグニン
の蓄積量を比較・検討したところ、両パラメ
ーター共に屈曲開始時期に先立ち、増加して
いることが確認された。続いて、光屈性刺激
にともないH2O2およびリグニンが光照射側組
織で蓄積する様子を可視化するため、先ず
H2O2の蓄積についてTissue-printing法およ
び生体染色法（DAB染色）を用いて検討した。
Tissue-printing法では光屈性刺激を与えて
から 30 分後には光側組織でH2O2由来のシグ
ナルが観察された。H2O2の蓄積はその後、60
分、90分後まで観察されたが、120分後には
明瞭なシグナルが確認できなかった。生体染
色法については検出感度の問題もあり、光照
射側ならびに影側組織における明瞭な差異
は観察できなかった。一方、リグニンの蓄積
については胚軸の薄切片を調製し、フロログ
ルシノール-塩酸により染色したプレパラー
トを顕微鏡下で観察した。リグニンの蓄積に
ともなうシグナルは光照射側組織の隣り合
う細胞同士の接合部位で観察された。特に強
いシグナルが皮層部位で確認された。これら
の結果はトウモロコシ芽生えにおけるH2O2お
よびリグニン量の定量実験で得られた知見
と一致しており、光屈性刺激によってcell 
wall stiffnessが誘導され、その結果光照射
側組織の成長抑制が引き起こされるという
メカニズムは植物普遍的なものである可能
性が示唆された。 
 
（３）光屈性制御物質投与による応答 
 光屈性刺激にともない、光照射側組織にお
いてH2O2およびリグニンの蓄積が確認された
ことから、次にミロシナーゼ-グルコシノレ
ート・システムによって生成するイソチオシ
アネートの一種、4-MTBIおよびその代謝物で
あるRaphanusaninをダイコン芽生えの片側
に投与し、H2O2およびリグニン蓄積のカイネ
ティクスを調べた。なお、投与量は内生の
4-MTBIおよびRaphanusaninを基に決定した。
その結果、片側投与開始から 30 分後には投
与側組織でH2O2由来のシグナルが観察された。
H2O2の蓄積はその後、60分、90分後まで観察
された。シグナルは光屈性刺激と比較してよ
り強く観察された。一方、リグニンの蓄積に
ついても光屈性刺激の場合と同様の方法で
調べたところ、投与側組織でシグナルが観察
された。これらの結果は光屈性刺激に応答し
て光照射側組織で生成した 4-MTBIおよびそ
の代謝物であるRaphanusaninがH2O2およびリ
グニンの蓄積を誘導している可能性を強く
示唆している。 
 一方、トウモロコシ芽生えにおける光屈性
刺激、ならびにベンゾキサゾリノンの一種・
DIMBOAを片側投与した際の幼葉鞘における
H2O2およびリグニン蓄積の可視化実験を行っ
た。その結果、ダイコン下胚軸で観察された
場合と同様に、光屈性刺激にともない光照射
側組織で一過的なH2O2由来のシグナルが観察
された（図 2）。 
 
 
図２.青色光によるH2O2の蓄積 
（右側から青色光を照射） 
 
 また、リグニンの蓄積についても光屈性刺
激によって光照射側組織でシグナルが観察
された。さらに、リグニン由来のシグナルは
DIMBOA処理を行った場合においても投与側
組織で観察された。また、後述するbx1 変異
株においても光屈性刺激後にH2O2およびリグ
ニン蓄積の可視化実験を行った。その結果、
両パラメーター共に光照射側組織で非常に
弱いシグナルしか観察されなかった。以上の
結果より、光屈性刺激に応答してトウモロコ
シ芽生えの光照射側組織で生成したベンゾ
キサジノイドがH2O2およびリグニンの蓄積に
ともなうcell wall stiffnessを誘導するこ
とが示唆された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３.青色光によるリグニンの蓄積 
（左側から青色光を照射） 
 
（４）ベンゾキサジノイド欠損トウモロコシ
芽生えにおける光屈性反応 
 先行研究からトウモロコシ芽生えにおい
て、光屈性制御物質生成に関わる重要な加水
分解酵素である DIMBOA-glucosidase の阻害
剤をあらかじめ植物体に取り込ませておく
と、その後の光屈性反応が顕著に抑制される
ことを報告した。しかし、阻害剤実験はター
ゲット酵素以外への影響も否定できない。そ
こで、トウモロコシ bx1変異株（インドール
化合物由来の DIMBOA 生成能欠損体を用いて
光屈性反応を調べ、同時に行った野生株の反
応と比較・検討を行った。 
 光屈性刺激開始から約 4時間後に屈曲の様
子を観察してみると、予想に反して bx1変異
株も正常な光屈性反応を示していた。しかし、
光屈性反応のカイネティクスを詳細に分析
したところ、野生型の芽生えでは照射開始 60
分以内に明瞭な屈曲を示したが、その時点で
bx1 変異株はほとんど屈曲していなかった。
しかし bx1 変異株ではその後 90 分から 120
分後にかけて屈曲が観察され、およそ 180分
後には野生型とほぼ同程度の屈曲を示した。
以上の結果から光屈性制御物質の役割とし
て、光屈性は二相性の反応によって制御され
ており、光屈性制御物質はそのうちの初期応
答反応で重要な役割を担っており、その後は
従来から報告されているような植物ホルモ
ン・オーキシンの偏差分布により制御されて
いる可能性が示唆された。 
 
（５）Raphanusanin誘導性遺伝子の探索 
 Raphanusaninの生理作用メカニズムを分子
レベルで明らかにする目的で、サブトラクシ
ョン法を用いたRaphanusanin誘導性遺伝子の
ライブラリーの作成、およびスクリーニング
を行った。作成したライブラリーからクロー
ニングされた遺伝子の多く（５５％）は植物
の防御応答に関連するものであった。主なも
のとしてトランスポーター、加水分解酵素、
プロテイン・キナーゼおよびシグナル伝達因
子が確認された。また、クローニングされた
８８種類のRaphanusanin誘導性遺伝子のうち、
様々な機能を有する５０個の遺伝子を選抜し
て、その発現プロファイルを調べたところ、
４４個の遺伝子はRaphanusanin処理によって
発現が誘導され、４個は抑制されていた。更
にRaphanusanin処理によって発現が強く誘導
された３３個の遺伝子のうち、２５個の遺伝
子については様々な光エネルギー量の青色光
照射（光屈性刺激）によっても同様に発現の
誘導が見られた。今回の光屈性制御物質であ
るRaphanusaninによって制御される遺伝子群
の網羅的解析によって、光屈性の初期応答と
生体防御応答は一部クロストークしている可
能性が遺伝子レベルからも明らかにされた。 
 
 
 
図４.Raphanusanin処理によって発現が誘導
された遺伝子タイプ 
 
（６）まとめ 
 本研究で得られた結果は、光屈性のメカニ
ズムにおける Bruinsma-Hasegawa説を支持し
ている結果であり、学術的に重要な意義があ
るものである。 
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